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Lingkungan yang buruk seperti paparan asap rokok sebagai radikal bebas 
akan meningkatkan ROS (Reactive Oxygen Species) dan menyebabkan stres 
oksidatif yang ditandai dengan reaksi inflamasi berupa peningkatan jumlah 
leukosit. Tingginya jumlah leukosit yang melebihi kadar normal pada wanita 
hamil, berakibat buruk pada kehamilan dan janin. Aktifitas radikal bebas dapat 
dicegah dan dihambat menggunakan antioksidan dari dalam maupun luar tubuh. 
Penelitian ini betujuan untuk mengetahui adanya pengaruh pemberian kefir susu 
sapi terhadap jumlah leukosit serum darah tikus putih yang dipapar asap rokok. 
Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan rancangan penelitian 
Randomized Post Test Only Control Group Design. Sampel dibagi kedalam 2 
kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan. Kelompok kontrol negatif (-) adalah 
tikus bunting yang tidak dipapar asap rokok tanpa pemberian kefir susu sapi. 
sedangkan Kelompok kontrol positif (+) adalah tikus bunting yang dipapar asap 
rokok tanpa pemberian kefir susu sapi. Kelompok perlakuan yaitu tikus bunting 
yang dipapar asap rokok dengan pemberian kefir susu sapi dengan 3 dosis 
berbeda (P1=2,5; P2=5; P3=10 ml/kgBB/hari) selama 14 hari. Variabel penelitian 
adalah jumlah leukosit serum darah. Hasil penelitian secara signifikan 
menunjukkan jumlah leukosit serum darah pada kontrol (+) yaitu 12,26x103/µL 
lebih tinggi dibandingkan kontrol negatif (-) yaitu 7,22x103/µL (p = 0,013) (p < 
0,05). Pada ketiga kelompok perlakuan (P1=9,84x103/µL; P2=8,5x103/µL; 
P3=7,32x103/µL) menunjukkan jumlah leukosit serum darah yang lebih rendah 
dibandingkan kontrol (+), dimana P3 dapat mengembalikan leukosit serum darah 
ke kondisi normal (kontrol negatif). Kefir susu sapi terbukti dapat menurunkan 
jumlah leukosit serum darah tikus yang dipapar asap rokok. 
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 Bad environments such as exposure to cigarette’s smoke as free 
radicals will increase ROS (Reactive Oxygen Species) and cause oxidative stress 
which is characterized by an inflammatory reaction could increases total 
leukocyte count. The high total of leukocyte that exceeds normal levels in 
pregnant women, adversely affects pregnancy and fetus. Free radical activity can 
be prevented and inhibited using antioxidants from within and outside the body. 
This study aims to know the effect of cow milk kefir on total leukocyte count in 
white rat exposed to cigarette smoke. This research is experimental using  
Randomized Post Test Only Control Group Design. Samples were divided into 2 
control groups and 3 treatment groups. The negative control group (-) is a rat that 
is not exposed to cigarette smoke without giving kefir. whereas positive control 
group (+) is rat exposed to cigarette smoke without giving kefir. The treatment 
group was rat exposed to cigarette smoke by giving kefir with 3 different doses 
(P1 = 2.5, P2 = 5, P3 = 10 ml / kg BW / day) during 14 days. The research 
variable was total leukocyte count. The results showed significant total leukocyte 
count at control (+) ie 12,26x103/µL higher than negative control (-) ie 
7,22x103/µL (p = 0,013) (p <0.05). Three treatment groups (P1=9,84x103/µL; 
P2=8,5x103/µL; P3=7,32x103/µL) showed significantly lower total leukocyte count 
than control (+), where P3 can regulated leukocyte to normal (negative control). 
Kefir is proven to decreased total leukocyte count of rat exposed to cigarette 
smoke. 
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lebih tinggi dibandingkan kontrol negatif (-) yaitu 7,22x103/µL (p = 0,013) (p < 
0,05). Pada ketiga kelompok perlakuan (P1=9,84x103/µL; P2=8,5x103/µL; 
P3=7,32x103/µL) menunjukkan jumlah leukosit serum darah yang lebih rendah 
dibandingkan kontrol (+), dimana P3 dapat mengembalikan leukosit serum darah 
ke kondisi normal (kontrol negatif). Kefir susu sapi terbukti dapat menurunkan 
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 Bad environments such as exposure to cigarette’s smoke as free 
radicals will increase ROS (Reactive Oxygen Species) and cause oxidative stress 
which is characterized by an inflammatory reaction could increases total 
leukocyte count. The high total of leukocyte that exceeds normal levels in 
pregnant women, adversely affects pregnancy and fetus. Free radical activity can 
be prevented and inhibited using antioxidants from within and outside the body. 
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control groups and 3 treatment groups. The negative control group (-) is a rat that 
is not exposed to cigarette smoke without giving kefir. whereas positive control 
group (+) is rat exposed to cigarette smoke without giving kefir. The treatment 
group was rat exposed to cigarette smoke by giving kefir with 3 different doses 
(P1 = 2.5, P2 = 5, P3 = 10 ml / kg BW / day) during 14 days. The research 
variable was total leukocyte count. The results showed significant total leukocyte 
count at control (+) ie 12,26x103/µL higher than negative control (-) ie 
7,22x103/µL (p = 0,013) (p <0.05). Three treatment groups (P1=9,84x103/µL; 
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than control (+), where P3 can regulated leukocyte to normal (negative control). 
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smoke. 
 














































1.1 Latar Belakang Masalah 
Bagi sebagian masyarakat Indonesia, merokok merupakan suatu 
fenomena umum. Sehingga setiap tahunnya, orang-orang yang terpapar asap 
rokok ikut menyumbangkan prevalensi yang besar. Data dari Global Adult 
Tobacco Survey (GATS) prevalensi orang dewasa yang terpapar asap rokok 
(perokok pasif) di tempat kerja terdapat 51,3% atau sekitar 14,6 juta, 42,4% 
diantaranya adalah perempuan. Perempuan yang terpapar asap rokok dirumah 
sebesar 78,4%, 76,2% terpapar di restoran, 62,4% pada angkutan umum, 55,4% 
di gedung-gedung pemerintah atau kantor dan 16,5% pada fasilitas kesehatan. 
Dari prevalensi tersebut, tidak menutup kemungkinan ada perempuan hamil di 
antaranya. Perempuan hamil yang terus menerus terpapar asap rokok dapat 
mengalami efek negatif yang hampir sama tingkatannya dengan perempuan 
hamil perokok aktif. Perempuan hamil yang terpapar asap rokok menyalurkan 
zat-zat beracun dari asap rokok kepada janin yang dikandungnya melalui 
peredaran darah (GATS, 2011). 
Asap rokok yang dihasilkan mengandung lebih dari 4.000 jenis bahan 
kimia, antara lain nikotin, karbon monoksida, tar, DDT (pestisida), arsenik, 
cadmium, formaldehyde, hydrogen cyanide, naphthalene, polonium-210, vynil 
chloride dan jenis bahan kimia lainnya (Depkes, 2009). Selain itu, asap rokok 
juga mengandung banyak senyawa oksidan yang dapat meningkatkan produksi 




















paparan asap rokok diimbangi dengan sistem pertahanan antioksidan. Akan 
tetapi pada saat level ROS meningkat melebihi sistem pertahanan antioksidan, 
terjadilah stres oksidatif. Stres oksidatif ditandai dengan adanya reaksi inflamasi 
berupa peningkatan jumlah leukosit, neutrofil darah perifer dan kadar 
alkalifosfatase (ALP) (Komala, 2011). 
Stres oksidatif juga berperan penting dalam patofisiologi berbagai 
penyakit. Stres oksidatif yang muncul akibat paparan asap rokok dihubungkan 
dengan peningkatan jumlah sitokin dalam tubuh seperti interleukin (IL)-8, 
interleukin (IL)-6, IL-1ß, dan granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF). Sitokin tersebut masing-masing menstimulasi sumsum tulang dan 
menjadi mediator terjadinya inflamasi sistemik. IL-8 merupakan sitokin yang 
berperan terhadap leukositosis akibat paparan asap rokok. IL-8 diproduksi sel 
leukosit dan non-leukosit. Diantara sel tersebut, neutrofil memproduksi IL-8 
dalam jumlah yang sangat kecil, namun saat terstimulasi oleh nikotin, neutrofil 
akan memproduksi IL-8 dalam jumlah yang besar dan merupakan penyebab 
leukositosis (Cunningham, 2013). 
Leukositosis pada wanita hamil merupakan peningkatan jumlah leukosit 
yang melebihi kadar normal di dalam darah. Di masa kehamilan, sebagai 
kompensasi mengandung janin terjadi peningkatan fisiologis dari leukosit. Efek 
ini terjadi akibat toleransi ibu terhadap antigen jaringan asing dari janin yang 
bersifat semialogenik (genetik 50% dari paternal dan 50% dari maternal sehingga 
janin akan mempresentasikan antigen yang terdapat pada paternal dan 
maternal). Namun, jika jumlah sel darah putih lebih dari 12.000 sel/mm3 




















leukosit berakibat buruk pada kehamilan dan janin, seperti persalinan prematur, 
Infeksi Neonatal Awitan Dini (INAD), dan lain-lain (Ross, 2011). 
Kefir susu sapi merupakan kefir susu yang dibuat dari susu sapi 
ditambahkan starter kefir berupa granula kefir atau biji kefir. Kefir lebih encer dari 
yoghurt, namun gumpalan susunya lebih lembut dan mengandung gas CO2. Kefir 
susu sapi dapat dikonsumsi sebagai minuman kesehatan yang berkhasiat 
menyembuhkan berbagai penyakit. Kefir susu sapi berperan sebagai 
antioksidan, bermanfaat menghentikan proses oksidasi dengan menetralisir 
radikal bebas yang terbentuk selama oksidasi, menurunkan resiko terjadinya 
stress oksidatif yang akan mempengaruhi jumlah leukosit. Selain itu, dapat 
menjaga keseimbangan mikroflora dalam usus, mampu mengontrol dan 
menghilangkan bakteri patogen dalam tubuh, mengontrol kadar kolesterol 
dengan cara melindungi dari kerusakan kardiovaskuler, mengurangi resiko 
kanker atau tumor pada saluran pencernaan dan organ vital lainnya, 
menyembuhkan penyakit seperti migrain, diare, serta menangkal radikal bebas 
(Liu, 2005). 
Peneliti ingin mengetahui apakah ada pengaruh pemberian kefir susu 
sapi terhadap jumlah total leukosit serum darah tikus yang dipapar asap rokok. 
 
 
1.2 Rumusan Masalah 
Apakah ada pengaruh pemberian kefir susu sapi terhadap jumlah leukosit 


























1.3 Tujuan Penelitian 
1.3.1 Tujuan Umum 
Untuk mengetahui apakah ada pengaruh pemberian kefir susu sapi 
terhadap jumlah leukosit serum darah tikus putih yang dipapar asap rokok. 
 
 
1.3.2 Tujuan Khusus 
1. Mengukur jumlah leukosit pada serum darah tikus putih yang dipapar asap 
rokok. 
2. Mengukur jumlah leukosit pada serum darah tikus putih yang dipapar asap 
rokok dan diberi kefir susu sapi. 
3. Mengetahui kadar kefir susu sapi yang dapat memberikan efek optimal 




1.4 Manfaat Penelitian 
1.4.1 Manfaat Akademik 
Memberikan sumbangan ilmu pengetahuan khususnya di bidang 
kesehatan, yaitu informasi baru mengenai sumber antioksidan yaitu kefir susu 
sapi, untuk mencegah stres oksidatif yang disebabkan oleh asap rokok, serta 
sebagai bahan referensi untuk penelitian selanjutnya. 
 
 
1.4.2 Manfaat Praktis 
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi alternatif solusi di masyarakat, 
yakni kefir susu sapi sebagai antioksidan guna penurunan resiko terhadap 




















dapat dikembangkan lebih pesat dalam hal produk minuman kesehatan untuk 
segala kalangan usia. Selain itu dapat pula diciptakan jenis makanan atau 








































































Kefir adalah susu fermentasi yang memiliki rasa, warna dan konsistensi 
yang menyerupai yoghurt dan memiliki aroma khas yeasty (seperti tape). Kefir 
diperoleh melalui proses fermentasi susu pasteurisasi menggunakan starter 
berupa butir atau biji kefir (kefirgrain/ kefirgranule), yaitu butiran-butiran putih 
atau krem dari kumpulan bakteri, antara lain Streptococcus sp., Lactobacilli dan 
beberapa jenis ragi khamir nonpatogen. Bakteri berperan menghasilkan asam 
laktat dan komponen flavor, sedangkan ragi menghasilkan gas asam arang atau 
karbon dioksida dan sedikit alkohol. Itulah sebabnya rasa kefir asam dan juga 
ada sedikit rasa alkohol dan soda, dan kombinasi karbon dioksida dan alkohol 
menghasilkan buih yang menciptakan karakter mendesis pada produk (Usmiati, 
2007). 
Kefir merupakan produk fermentasi susu yang mempunyai karakteristik 
yang khas, yaitu campuran rasa asam, alkoholik, dan karbonat yang dihasilkan 
dari proses fermentasi bakteri dan khamir. Pada prinsipnya proses pembuatan 
kefir sama dengan proses pembuatan yoghurt. Dengan penambahan granul kefir 
sampai 5% dan diperam selama 18-24 jam pada suhu 22°C maka akan 
dihasilkan produk minuman kefir dengan pH < 4,65, kandungan asam laktat 0,6-
0,8% dan kadar alkohol bervariasi antara 0,5-1% (Hidayat et al., 2006).  
Mikroorganisme yang ada dalam starter kefir menghasilkan asam dan 




















dalam granula kefir. Granula kefir berbentuk seperti kembang kol berwarna putih 
atau kekuningan, diameter granula antara 2-15 mm dengan berat beberapa 
gram. Setelah fermentasi selesai, granula kefir didapatkan kembali melalui 
penyaringan. Dari metabolisme pentosa selama fermentasi, bakteri kelompok 
homofermentatif menghasilkan asam laktat hampir 90% dan sedikit asam asetat, 
sedangkan dari metabolisme heksosa bakteri heterofermentatif memproduksi 
asam laktat, CO2, dan etanol, dan menghasilkan komponen flavor susu 
fermentasi diasetil dan asetaldehid (Sudono et al., 2004). 
Kefir memiliki kadar asam laktat 0,8-1%, alkohol 0,5-2,5%, CO2, 
kelompok vitamin B dan rasio diasetil-asetaldehid 3,1. Komposisi dan kadar 
nutrisi kefir adalah air 89,5%, lemak 1,5%, protein 3,5%, abu 0,6%, laktosa 4,5%, 
dan pH 4,6. Komponen dan komposisi kimia kefir bervariasi, bergantung pada 
jenis mikrobia starter, suhu, lama fermentasi, serta bahan baku yang digunakan. 
Bahan baku susu yang berkadar lemak tinggi menghasilkan kefir dengan kadar 
lemak yang tinggi, dan sebaliknya penggunaan susu skim menghasilkan kefir 
dengan kadar lemak yang rendah. Banyak sedikitnya asam laktat dan alkohol 
dalam kefir sangat dipengaruhi oleh kadar laktosa bahan baku, jenis mikrobia 
starter, dan lama fermentasi (Usmiati, 2007). 
 
 
2.1.1 Starter Kefir 
Kultur starter kefir disebut butiran kefir, mengandung mikroba yang terdiri 
dari bakteri dan khamir yang masing-masing berperan dalam pembentukan cita 
rasa dan struktur kefir. Bakteri menyebabkan terjadinya asam sedangkan khamir 
menghasilkan alkohol dan CO2 pada proses fermentasi. Hal ini membedakan 




















sehingga hasil akhir kefir kadang mempunyai aroma yang bervariasi. Spesies 
mikroorganisme dalam bibit kefir di antaranya Lactococcus acidophilus, L. kefir, 
L. kefirgranum, dan L. parakefir yang berfungsi dalam pembentukan asam laktat 
dari laktosa. Lactobacillus kefiranofaciens sebagai pembentuk lendir (matriks 
butiran kefir), Leuconostoc sp. Membentuk diasetil dari sitrat, dan Candida kefir 
pembentuk etanol dan karbon dioksida dari laktosa. Selain itu juga ditemukan L. 
brevis dan khamir jenis Torulopsis holmii dan Saccharomyces delbrueckii 





Gambar 2.1 Granula Kefir (Leite et al., 2013) 
 
 
Bakteri asam laktat dan khamir yang hidup bersimbiosis dan tumbuh di 
dalam biji kefir berada dalam perbandingan yang seimbang. Bakteri asam laktat 
yang berbentuk batang akan menempati lapisan perifer (luar) biji, sedangkan ragi 
ada di dalam intinya. Biji kefir yang diinokulasikan ke dalam susu akan 




















karena diselubungi partikel-partikel susu. Kefir yang dihasilkan juga dapat 
digunakan kembali sebagai inokulum. Kefir yang dihasilkan juga dapat dijadikan 
sebagai starter untuk membuat kefir berikutnya dengan menambahkan 3-5% 
kefir ke dalam susu pasteurisasi. Aktivasi biji kefir kering sebelum digunakan 
sebagai starter perlu dilakukan dengan cara merendam biji kefir dalam susu steril 
selama beberapa jam dengan konsentrasi 10-12% berat/volume pada suhu 
ruang sampai mengembang, dilakukan tiga kali seminggu (Usmiati, 2007).  
Starter kefir tidak dapat dikeringkan dengan pemanasan karena sebagian 
mikroorganisme di dalamnya akan mati. Bibit kefir masih aktif jika diawetkan 
dengan cara pengeringan beku (freeze drying). Tapi cara terbaik menyimpan 
bibit kefir adalah dengan memindahkan bibit kefir lama ke dalam susu yang 
dipasteurisasi secara berkala, diinkubasi semalam dan disimpan dalam lemari es 
bersuhu 4-7°C. Dalam kondisi seperti ini bibit kefir tetap aktif selama kurang lebih 
sebulan (Hidayat et al., 2006). 
 
 
2.1.2 Kandungan Nutrisi Kefir 
Kandungan nutrisi dari kefir sesungguhnya bervariasi, dan ditentukan 
oleh konsentrasi dari lemak dalam susu, keaslian bibit kefir yang digunakan, dan 
durasi serta temperatur dari fermentasi, dan sebaik apa kondisi 
penyimpanannya. Ketika kefir siap untuk di konsumsi, maka minuman itu 
mengandung laktat, format, propionat, dan asam suksinat, CO2 (Carbon dioxide), 
entanol, aldehid, sedikit aseton dan aldehid isoamil dan bermacam-macam folat 
(Guven dan Gulmez, 2003). 
Mikroflora yang dominan pada bibit kefir tercantum dalam tabel di bawah 




















heterofermentatif, laktobasilus heterofermentatif, fermentasi laktosa dan ragi 
nonfermentasi laktosa dan bakteri asam asetat sedangkan untuk ekologi kuman 
yang terkandung di dalam bibit kefir tergantung pada keaslinan dan metode 
pengolahan dari bibit kefir tersebut (Hui et al., 2004). 
 
Tabel 2.1 Kandungan Mikroflora pada Bibit Kefir (Farnworth, 2005) 
 
 Species 
Yeast Brettanomyces anomalus 
 Candida friedrichii 
 Candida holmii 
Candida inconspicua 
 Candida kefyr 
 Candida lambica 

















Bacteria Acetic acid bacteria 










































 Lactococcus lactis subsp. cremoris 












Kandungan asam laktat pada kefir yaitu sekitar 0,8% dan kadar 
alkoholnya sekitar 1,0% dengan karbon dioksida sebagai fermentasi utama 
dengan produk kefir (Park dan George, 2013).  Kandungan dalam kefir tersebut 
memiliki kandungan yang sama dengan susu, seperti protein, lemak dan 
mineralnya, sehingga kefir dapat dengan mudah dicerna dan tidak 
mengakibatkan masalah pencernaan walaupun dikonsumsi dalam jumlah besar 
(Farnworth, 2005). Selama fermentasi, protein menjadi mudah dicerna 
dikarenakan aksi dari koagulasi asam amino dan proteolisis, dimana tidak 
terdapat perbedaan profil antara susu kefir dan kefir yang digunakan sebagai 
media kultur, namun, tingkat amonia, serin, lisin, alanin, treonin, triptofan, valin, 
metionin, fenilalanin dan isoleusin lebih tinggi pada kefir dibandingkan dengan 
susu yang difermentasi. Selama proses fermentasi juga, laktosa dari susu akan 




















peningkatan konsistensinya. Dimana terdapat sekitar 30% dari susu laktosa yang 
dihidrolisis oleh enzim β-galaktosidase, yang mengubah laktosa menjadi glukosa 
dan galaktosa. Glukosa akan diubah menjadi asam laktat oleh bakteri yang 
terdapat dalam kefir (Seydim et al., 2003; Kevicius dan Sarkinas, 2004). 
Kandungan lipid (mono-, di-, dan tri-gliserida, asam lemak bebas dan steroid) 
pada kefir dapat bervariasi tergantung pada jenis susu apa yang digunakan 
dalam fermentasi. Dalam susu fermentasi, kemunculan asam lemak bebas akan 
memberikan kontribusi terhadap peningkatan pencernaan (Otles dan Ozlem, 
2003) 
Selain itu, kandungan antioksidan dan asam folat dalam kefir meningkat 
jika dibandingkan dengan susu. Kandungan protein pada kefir lebih mudah 
dicerna dan mengandung asam amino triptofan yang memiliki efek menenangkan 
saraf (relaksasi). Efek penenang kefir pada sistem saraf dapat bermanfaat dalam 
mengatasi masalah insomnia, stres, depresi dan ADHD (Attention Deficit 
Hyperative Disorder) (Ide, 2008). 
 
Tabel 2.2 Kandungan Kefir Susu Sapi 
 
 Hari ke-1 Hari ke-5 
TPC 3,8 x 107  kol/gr 2,6 x 107  kol/gr 
Protein 4,88% 4,91% 
 

























2.1.3 Proses Pembuatan Kefir 
Kefir biasanya dibuat menggunakan proses tradisional dan proses 
industri. Proses industri yang digunakan sekarang yaitu dengan teknik yang 
modern untuk menghasilkan kefir dengan karakteristik yang sama yang 
ditemukan pada proses tradisional. Kefir dapat dibuat dari bermacam-macam tipe 
susu seperti susu kambing, sapi, domba, kelapa, beras, atau kedelai. Adapun 
macam-macam pilihan susu yang digunakan yaitu susu pasteurisasi, 
nonpasteurisasi, susu utuh, susu rendah lemak, susu skim dan susu tanpa lemak 
(Otes et al., 2003).  
Secara tradisional proses pembuatan kefir dilakukan dengan cara 
memanaskan susu (pasteurisasi) kemudian didinginkan sampai 18-22°C. Butiran 
kefir disebarkan setinggi 5-10 cm pada dasar tangki fermentasi atau fermentor 
kemudian susu ditambahkan sebanyak 20-30 kali jumlah butiran kefir. Proses 
fermentasi berlangsung selama 18-24 jam pada suhu 18-22°C. Selama proses 
fermentasi dilakukan pengadukan 2-3 kali. Setelah diperoleh kualitas kefir yang 
dikehendaki, selanjutnya dilakukan penyaringan untuk memisahkan butiran kefir. 
Butiran kefir ini dibilas dengan air dan dapat digunakan untuk proses pembuatan 
kefir berikutnya. Untuk membuat kefir yang siap untuk diminum, maka kefir hasil 
fermentasi (setelah dipisahkan dari kefir grain), ditambah susu segar sebanyak 8-
10 kali, dihomogenisasi, dimasukkan ke dalam kontainer, difermentasi lagi 
selama 1-3 hari pada suhu 1822°C. Selama proses pemeraman ini akan terjadi 
pembentukan asam laktat, alkohol, CO2 dan senyawa-senyawa yang 
menghasilkan flavor dan aroma (Hidayat et al., 2006). 
Langkah-langkah pembuatan kefir adalah susu segar dipasteurisasi atau 




















mencapai suhu kamar (±28ºC), kemudian dimasukkan 3% butir-butir kefir dan 
diaduk merata. Diinkubasi selama 20-24 jam pada suhu kamar agar proses 
fermentasi berlangsung. Bila susu sudah menggumpal lalu disaring dengan 
menggunakan saringan plastik untuk mendapatkan butir-butir kefir kembali. Kefir 
yang sudah disaring siap untuk diminum. Butir-butir kefir yang diperoleh dicuci 
dengan air matang dingin untuk dipakai lagi pada waktu lain (Usmiati, 2007).  
 
 
2.1.4 Peranan Kefir Susu Sapi terhadap Jumlah Leukosit 
 Beberapa penelitian menunjukkan bahwa leukositosis (peningkatan 
jumlah leukosit) pada perokok disebabkan oleh peningkatan kadar radikal bebas 
(Komala, 2011). Peningkatan radikal bebas akan menyebabkan peningkatan 
ROS. ROS akan menyebabkan terjadinya ketidakseimbangan oksidan dan 
antioksidan pada perokok yang mengakibatkan stres oksidatif sistemik (Moriarty 
et al., 2003). 
 Stres oksidatif tersebut dapat menyebabkan terjadinya inflamasi 
sistemik, yang ditandai oleh stimulasi dari sistem hematopoetik, khususnya 
sumsum tulang dalam menghasilkan dan mengeluarkan leukosit dan platelet 
pada sirkulasi. Beberapa studi menunjukkan bahwa merokok dalam jangka 
panjang meningkatkan jumlah total leukosit (Smith et al., 2003). 
 Antioksidan dalam kefir susu sapi dapat mencegah terbentuknya radikal 
bebas dalam tubuh. Guven et al (2003), dalam penelitiannya menyebutkan 
bahwa kefir memiliki efek antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan vitamin E 





















Efek aktifitas antioksidatif pun ditemukan oleh Liu et al (2005), yang 
mengevaluasi aktifitas antioksidatif dari kefir susu sapi dan susu kambing. 
Dilaporkan bahwa kemampuan kefir untuk mengikat radikal 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) dan radikal superoksida pun bagus, sebagai tambahan 
untuk menghambat peroksidasi asam linolat, dimana susu kefir menunjukkan 
kemampuan substansi donor proton yang lebih dibandingkan dengan susu biasa, 
sehingga kefir dapat menjadi perlindungan untuk melawan proton radikal bebas. 
Penangkapan proton radikal bebas merupakan mekanisme yang penting untuk 
antioksidan. Kefir mengandung antioksidan potensial terutama peptida yang 
diperoleh dari protein susu yang berinteraksi dengan berbagai spesies yang 
secara langsung bertanggung jawab terhadap kerusakan oksidatif, meskipun 
mekanismenya masih belum dapat dimengerti. Aktifitas antioksidan lainnya yaitu 
dapat menghambat peroksidasi lemak, dimana kefir menunjukkan aktifitas 





 Antioksidan merupakan sebutan untuk zat yang berfungsi melindungi 
tubuh dari serangan radikal bebas. Yang termasuk ke dalam golongan zat ini 
antara lain vitamin, polipenol, karoten, dan mineral. Secara alami, zat ini sangat 
besar peranannya pada manusia untuk mencegah terjadinya penyakit. 
Antioksidan melakukan semua itu dengan cara menekan kerusakan sel yang 
terjadi akibat proses oksidasi radikal bebas (Fitria, 2010). Antioksidan 
menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang 




















pembentukan radikal bebas yang dapat menimbulkan stres oksidatif (Murray et 
al., 2003). 
 Sumber antikoksidan dapat dikelompokkan menjadi dua kelompok, yaitu 
antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan alami) dan antioksidan 
sintetik (antioksidan yang diperoleh dari hasil sintetis reaksi kimia). Antioksidan 
alami di dalam makanan dapat berasal dari: 
(a) Senyawa antioksidan yang sudah ada dari satu atau dua komponen 
makanan, 
(b) Senyawa antioksidan yang terbentuk dari reaksi-reaksi selama proses 
pengolahan, 
(c) Senyawa antioksidan yang diisolasi dari sumber alami dan ditambahkan 
ke makanan sebagai bahan tambahan pangan (Pazil, 2009). 
Antioksidan dapat berupa enzim (misalnya superoksida dismutase atau 
SOD, katalase, dan glutation peroksidase), vitamin (misalnya vitamin E, vitamin 
C, vitamin A, dan ß-karoten), dan senyawa lain (misalnya flavonoid, albumin, 
bilirubin, seloplasmin, dan lain-lain). Antioksidan enzimatis merupakan sistem 
pertahanan utama (primer) terhadap kondisi stres oksidatif. Enzim-enzim 
tersebut merupakan metaloenzim yang aktivitasnya sangat bergantung pada 
adanya ion logam, dimana SOD bergantung pada logam Fe, Cu, Zn, dan Mn, 
katalase bergantung pada logam Fe, dan glutation bergantung pada Se 
(selenium). Antioksidan enzimatis bekerja dengan cara mencegah terbentuknya 



























Leukosit berwarna bening (tidak berwarna), bentuknya lebih besar dari sel 
darah merah, tetapi jumlahnya lebih kecil (Pearce, 2008). Leukosit adalah sel 
darah yang mengandung inti, disebut juga sel darah putih. Di dalam darah 
manusia, normal didapati jumlah leukosit rata-rata 5.000-9.000 sel/mm3, bila 
jumlahnya lebih dari 12.000 sel/mm3, keadaan ini disebut leukositosis, bila 
kurang dari 5.000 sel/mm3 disebut leukopenia (Guyton, 2011). 
Selama kehamilan, sebagai kompensasi mengandung janin terjadi 
peningkatan fisiologis dari leukosit sekitar 5.000-12.000 sel/mm3. Efek ini terjadi 
akibat toleransi ibu terhadap antigen jaringan asing dari janin yang bersifat 
semialogenik. Namun, jika jumlah sel darah putih lebih dari 12.000 sel/mm3 
merupakan indikasi adanya leukositosis pada wanita hamil (Ross, 2011). 
Dilihat dalam mikroskop cahaya, sel darah putih yang tidak mempunyai 
granula disebut leukosit agranulosit, sitoplasmanya homogen dengan inti bentuk 
bulat atau bentuk ginjal. Terdapat dua jenis leukosit agranulosit, yaitu limfosit sel 
kecil, sitoplasma sedikit dan monosit sel agak besar, mengandung sitoplasma 
lebih banyak. Sedangkan sel darah putih yang mempunyai granula spesifik 
(granulosit), berupa tetesan setengah cair dalam sitoplasmanya dan mempunyai 
bentuk inti yang bervariasi. Terdapat tiga jenis leukosit granulosit, yaitu neutrofil, 
basofil, dan asidofil (atau eosinofil) yang dapat dibedakan dengan afinitas 
granula terhadap zat warna netral basa dan asam. Granula dianggap spesifik bila 
ia secara tetap terdapat dalam jenis leukosit tertentu dan pada sebagian besar 
precursor (pra zatnya) (Effendi, 2003). 
Leukosit merupakan unit yang aktif dari sistem peredaran tubuh. Leukosit 




















limfosit) dan sebagian lagi di jaringan limfe (limfosit dan sel-sel plasma). Setelah 
dibentuk, sel-sel ini diangkut dalam darah menuju berbagai bagian tubuh untuk 
digunakan. Manfaat sesungguhnya dari sel darah putih ialah kebanyakan 
ditranspor ke daerah yang terinfeksi dan mengalami peradangan serius (Guyton, 
2003). 
Terdapat enam macam sel darah putih yang secara normal ditemukan di 
dalam darah. Keenam sel tersebut adalah netrofil polimorfonuklear, basofil 
polimorfonuklear, eosinofil polimorfonuklear, monosit, limfosit dan terkadang sel 
plasma. Ketiga tipe pertama dari sel yaitu sel-sel polimorfonuklear, seluruhnya 
memiliki gambaran granular, sehingga sel-sel tersebut disebut granulosit 
(Guyton, 2003).  
Pada manusia dewasa, leukosit dapat dijumpai sekitar 7.000 sel per 
mikroliter darah. Biasanya presentasi normal dari sel darah putih yaitu neutrofil 
polimorfonuklir 62%, eosinofil polimorfonuklir 2,3%, basofil polimorfonuklir 0,4%, 
monosit 5,3%, dan limfosit 30%. Dan untuk parameter presentasi normal hitung 
jenis sel darah putih yaitu neutrofil polimorfonuklir 50-70% (absolut 2.500-7.000 
sel/mm3), eosinofil polimorfonuklir 1-3% (absolut 50-300 sel/mm3), basofil 
polimorfonuklir 0-1% (absolut 20-100 sel/mm3), monosit 4-6% (absolut 200-600 
sel/mm3), dan limfosit 25-35% (absolut 200-600 sel/mm3) (Guyton, 2003). 
 
 
2.3.1 Jenis-Jenis Leukosit 
2.3.1.1  Granulosit (Polymorphonuclear Leucocytes) 
 Leukosit ditandai dengan kehadiran butiran dalam sitoplasma bila dilihat 
di bawah mikroskop cahaya. Ada tiga jenis granulosit yang dinamai sesuai 




















2.3.1.1.1  Neutrofil 
 Neutrofil merupakan sel darah putih terbanyak yang terkandung dalam 
tubuh manusia, jumlahnya mencapai 50-70%. Neutrofil memiliki inti sel lebih dari 
dua dan bentuk granulnya kecil dan halus. Granulosit neutrofil memiliki diameter 
rata-rata 12-15 mikrometer (µm) dalam darah perifer. Neutrofil mewarnai dirinya 
dengan pewarna netral, atau campuran pewarna asam dan basa, dan tampak 
berwarna ungu (Pearce, 2008). 
Neutrofil berhubungan dengan pertahanan tubuh terhadap infeksi bakteri 
dan jamur serta proses peradangan kecil lainnya. Aktivitas dan matinya neutrofil 
dalam jumlah yang banyak menyebabkan adanya nanah. Neutrofil pada manusia 
dan hewan menunjukkan perbedaan berdasarkan sintesis protein, ekspresi 
reseptor, metabolism oksidatif, fungsi dan pewarnaan sitokimia. Neutrofil yang 
cacat dapat dilihat dari jumlah maupun bentuknya. Bentuk maupun jumlahnya 
berpotensi untuk menjelaskan tingkat infeksi (Feldman, 2012). 
 
 
2.3.1.1.2  Eosinofil 
 Eosinofil berhubungan dengan infeksi parasit, dimana saat terjadi 
peningkatan eosinofil menandakan banyaknya parasit. Granulosit eosinofil 
berdiameter 9 µm dan memiliki 2-4 lobus. Granulanya berwarna merah dengan 
pewarnaan asam, ukuran dan bentuknya hampir sama dengan neutrofil, tetapi 
granula dalam sitoplasmanya lebih besar, banyaknya kira-kira 1-3% (Nugraha, 
2015). 
 Fungsi utama eosinofil adalah detoksifikasi baik terhadap protein asing 
yang masuk dalam tubuh melalui paru-paru ataupun saluran cerna maupun 




















respon terhadap penyakit parasitik dan alergi (Hoffbrand, 2005). Eosinofil juga 
berperan dalam perbaikan jaringan, kekebalan bawaan, dapatan dan adaptif. 
Eosinofil banyak ditemukan di medula, pertemuan antara korteks dan medial dari 
timus dalam saluran pencernaan bagian bawah, ovarium, rahim, limpa, dan 
kelenjar getah bening, tapi tidak dalam paru-paru, kulit, kerongkongan, atau 




 Basofil memiliki granula berwarna biru dengan pewarnaan basa, sel ini 
lebih kecil daripada eosinofil, tetapi mempunyai inti yang bentuknya teratur, di 
dalam protoplasmanya terdapat granula-granula yang besar, banyaknya kira-kira 
0-1% di sumsum merah ((Nugraha, 2015). 
 Setiap sel pada jaringan, memiliki banyak karakteristik yang serupa yaitu 
peka terhadap histamin, suatu zat kimia yang disekresi oleh sel-sel jika 
dirangsang dengan cara tertentu. Histamin menyebabkan beberapa gejala reaksi 
alergi. Basofil dapat keluar dari darah ke jaringan bila diperlukan, dimana 
bertanggung jawab untuk alergi dan antigen respons dengan melepaskan 
histamine kimia yang menyebabkan keradangan. Selain itu, basofil juga 
mengandung antikoagulan heparin, yang mencegah penggumpalan darah terlalu 
cepat ((Nugraha, 2015). 
 
 
2.3.1.2 Agranulosit (Mononuclear Leucocytes) 
 Leukosit ditandai oleh ketiadaan jelas butiran dalam sitoplasma, 
ukurannya kurang lebih 12-15 mikron. Sel yang termasuk di dalamnya, antara 





















 Limfosit adalah jenis leukosit kedua paling banyak setelah neutrofil (20-
40% dari total leukosit). Jumlah limfosit ini akan meningkat bila terjadi infeksi 
virus. Berdasarkan fungsinya limfosit dibagi atas limfosit B dan limfosit T. Limfosit 
B matang pada sumsum tulang sedangkan limfosit T matang dalam timus. 
Keduanya tidak dapat dibedakan dalam pewarnaan Giemsa karena memiliki 
morfologi yang sama dengan bentuk bulat dengan ukuran 12 µm. Sitoplasma 
sedikit karena semua bagian sel hampir ditutupi nukleus padat dan tidak 
bergranula. Limfosit B berasal dari sel stem di dalam sumsum tulang dan tumbuh 
menjadi sel plasma, yang menghasilkan antibodi. Limfosit T terbentuk jika sel 
stem dari sumsum tulang pindah ke kelenjar thymus yang akan mengalami 
pembelahan dan pematangan. Di dalam kelenjar thymus, limfosit T belajar 
membedakan mana benda asing dan mana bukan benda asing. Limfosit T 
dewasa meninggalkan kelenjar thymus dan masuk ke dalam pembuluh getah 
bening dan berfungsi sebagai bagian dari sistem pengawasan kekebalan 
(Nugraha, 2015). 
 Berdasarkan ukurannya limfosit dibedakan menjadi beberapa jenis: 
a. Resting lymphocyte: biasanya berukuran kecil  (7-10 µm), inti selnya 
berbentuk bulat atau oval. 
b. Reactive (“activical”) lymphocyte: berukuran paling besar bila terjadi 
infeksi misalnya mono nukleosis. 
c. Large granula lymphocyte: berukuran sedang mengandung granula kasar 





















Ukuran sel limfosir beragam, ada yang seperti eritrosit dan ada yang 
sebesar netrofil. Limfosit dengan garis tengah 6-8 mikrometer dikenal sebagai 
limfosit kecil. Sitoplasma limfosit bersifat basa lemah dan berwarna  biru muda 
pada sediaan yang terpulas. Sitoplasma ini mengandung granul azurofilik. Inti 
selnya kebanyakan bulat atau terkadang mirip ginjal. Kromatin inti amat padat 
dan berwarna biru gelap. Sel ini juga relative sedikit dan berwarna biru langit 
tanpa granul spesifik, namun pada beberapa sel terlihat granula azurofil yang jika 




 Monosit dibentuk di dalam sumsum tulang, masuk ke dalam sirkulasi 
dalam bentuk imatur. Di area terjadinya cedera atau infeksi monosit 
meninggalkan darah dan mengalami proses pematangan menjadi makrofag 
setelah masuk ke jaringan. Makrofag dapat tetap tersimpan di dalam jaringan 
atau digunakan dalam reaksi peradangan segera setelah sel ini matang (Corwin, 
2008). 
 Jumlah monosit kira-kira 3-8% dari total jumlah leukosit. Monosit memiliki 
dua fungsi yaitu sebagai fagosit mikroorganisme (khususnya jamur dan bakteri) 
serta berperan dalam reaksi imun (Kiswari, 2014). 
 Monosit merupakan sel leukosit yang memiliki ukuran paling besar yaitu 
sekitar 18 µm, berinti padat dan melekuk seperti ginjal atau biji kacang, 
sitoplasma tidak mengandung granula dengan masa hidup 20-40 jam dalam 
sirkulasi. Monosit terdapat dalam darah, jaringan ikan dan rongga tubuh. Monosit 
tergolong fagositik mononuclear (system retikuloendotel) dan mempunyai 




















2.3.2  Leukositosis 
 Leukositosis adalah peningkatan jumlah leukosit pada darah perifer. 
Peningkatan jumlah total leukosit dapat disebabkan oleh banyak faktor, antara 
lain: kebiasaan merokok, anemia, tumor sumsum tulang, penyakit infeksi, 
inflamasi (seperti rheumatid arthritis dan alergi), leukemia, stres, tissue damage 
(seperti luka bakar) dan berat badan (Dinauer MC, 2000). 
Paparan asap rokok menghasilkan kenaikan jumlah leukosit perifer 20-
25% dibandingkan dengan orang yang tidak merokok. Asap rokok yang dihirup 
atau partikel ambien diproses oleh makrofag alveolar dan sel epitel paru. Sel-sel 
ini menghasilkan mediator proinflamasi seperti sitokin yang memicu terjadinya 
respon inflamasi lokal di paru-paru. Mediator inflamasi ini juga mentranslokasi ke 
sirkulasi dan menginduksi respons inflamasi sistemik. Respon ini termasuk 
stimulasi sumsum untuk melepaskan leukosit dan trombosit (Van Eeden et al., 
2005). 
Peningkatan jumlah sitokin dalam tubuh sebagai mediator proinflamasi 
seperti Interleukin 8 (IL-8), Interleukin (IL-6), IL-1ß, dan granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor (GM-CSF) yang juga disebut dengan Colony-Stimulating 
Factors (CSFs) diuji dengan kemampuannya untuk menstimuli pertumbuhan dan 
perkembangan berbagai leukosit dan eritroid dari sel marrow. Bertanggung jawab  
terhadap stimulasi sumsum tulang yang diinduksi oleh inflamasi pada paru dan 
menjadi mediator terjadinya inflamasi sistemik (Abbas et al., 2010). IL-6 adalah 
mediator penting respon fase akut dan berpotensi menstimulasi sumsum tulang 
untuk mengeluarkan leukosit dan platelet (Suwa et al., 2000). IL-8 juga 
merupakan sitokin yang berperan terhadap leukositosis pada paparan asap 




















neutrofil memproduksi IL-8 dalam jumlah yang sangat kecil, namun saat 
terstimulasi nikotin yang terkandung dalam asap rokok neutrofil memproduksi IL-
8 dalam jumlah yang besar (Cunningham, 2013). Nikotin menginduksi reactive 
oxidative intermediate’s (ROIs), terutama ONOO- yang menjadi inisiator aktivasi 
NF-KB melalui peningkatan degradasi IKB sehingga produksi IL-8 meningkat pada 
leukosit (Komala, 2011). Tingginya jumlah leukosit berakibat buruk pada 
kehamilan dan janin, seperti persalinan prematur, Infeksi Neonatal Awitan Dini 























Gambar 2.2 Respon inflamasi lokal dan sistemik pengaruh asap rokok dan 



































2.4. Hewan Coba Tikus 
 Hewan coba yang digunakan adalah tikus (Rattus novergicus) yang 
dipelihara. Tikus merupakan hewan laboratorium yang sering digunakan dalam 
berbagai macam penelitian karena telah diketahui sifat-sifatnya, mudah 
dipelihara, cepat berkembang biak, mudah ditangani, memiliki gen homolog 
dengan manusia, karakter anatomi dan fisiologi telah diketahui secara baik 
(Hubrecht dan Kirkwood, 2010). Klasifikasi ilmiah tikus (Rattus novergicus) galur 
Wistar adalah sebagai berikut (Russel et al., 2008): 
 
 Kingdom : Animalia 
 Filum  : Chordata 
 Kelas  : Mamalia 
 Ordo  : Rodentia 
 Family : Muridae 
 Genus : Rattus 





























Tabel 2.3 Data Biologi Tikus 
 
 
No. Kondisi Biologi Jumlah 
1. 
Berat badan: - jantan 
                      - betina 
300-400 g 
250-300 g 
2. Lama hidup 2,5–3 tahun 
3. Temperatur tubuh 37,5 ºC 
4. 
Kebutuhan: - air 
- makanan 
8-11 ml/100g BB 
5g/100g BB 
5. Pubertas 50-60 hari 
6. Lama kebuntingan 21-23 hari 
7. 









9. Tidal volume 0,6-1,25mm 






























2.4.1 Reproduksi Tikus 
 Tikus putih (Rattus novergicus) betina adalah mamalia yang memiliki 
waktu kawin pada masa estrus. Siklus estrus adalah suatu kegiatan fisiologik 
hewan betina dengan ciri-ciri khusus yang ditandai dengan keinginan untuk 
kawin. Siklus etrus berlangsung sekitar 4-5 hari dan segera sesudah beranak 
(post-partum estrus). Untuk mengetahui tahapan pada siklus estrus, dilakukan 
ulas vagina atau papsmear. Berdasarkan histologi vagina, siklus estrus pada 
tikus dibagi menjadi empat fase yaitu: a) proestrus, b) estrus, c) metestrus, dan 
d) diestrus (Samsuria, 2009). 
 Fase proestrus merupakan fase persiapan, yaitu fase yang mendahului 
estrus dan berlangsung selama 12 jam. Pada fase ini terjadi involusi fungsional 
corpus luteum serta pembengkakan praovulasi folikel. Folikel ovary yang tumbuh 
penuh (matur) akan meningkatkan sekresi estrogen di dalam darah. Pengaruh 
dari estrogen akan meningkatkan pertumbuhan uterus dan frekuensi mitosis 
endometrium selama fase folikuler. Pada fase ini gambaran epitel vagina 
didominasi oleh sel-sel epitel berinti, yang muncul secara tunggal atau berbentuk 
lapisan (Hayatin, 2007). 
 Fase estrus merupakan periode birahi dan keinginan untuk kopulasi 
(betina bersedia menerima pejantan untuk kawin) dimungkinkan hanya pada saat 
ini. Setiap siklus berlangsung selama 12 jam dan estrus dimulai pada malam 
hari. Kondisi ini berakhir 9 sampai 15 jam di bawah pengaruh FSH. Pada fase ini 
folikel ovari tumbuh dengan cepat dan terjadi sekresi estrogen yang tinggi. Estrus 
juga terjadi saat fase folikuler. Uterus mengalami pembesaran progresif dan 
menjadi bengkak karena akumulasi cairan lumen. Cairan yang terkumpul di 




















banyak mitosis dalam pembentukan sel-sel baru. Penimbunan sel-sel tersebut 
pada lapisan permukaan menjadi squamosa dan menanduk. Sel-sel menanduk 
ini terkelupas ke dalam lumen vagina pada saat pemeriksaan preparat ulas 
vagina dan dipakai sebagai petunjuk estrus. Menjelang estrus berakhir di dalam 
lumen vagina terdapat massa seperti keju yang terdiri atas sel-sel menanduk 
dengan inti berdegenerasi, namun ditemukan sedkit saja leukosit. Ovulasi terjadi 
selama estrus dan didahului oleh perubahan histologik di dalam folikel yang 
menunjukkan adanya luteinisasi awal. Banyak cairan lumen yang hilang sebelum 
ovulasi. Apabila terjadi kebuntingan, siklus terganggu selama masa gestasi 
(Pardede, 2007). 
 Fase metestrus merupakan kelanjutan dari fase estrus dan berlangsung 
selama 6-15 jam. Fase ini ditandai dengan tumbuhnya sel-sel granulosa folikel 
dengan cepat yang dipengaruhi oleh luteinizing hormone (LH) dari 
adenohyphofisa. Fase metestrus dapat diketahui dengan adanya dominasi sel-
sel tanduk dan sel-sel leukosit jika dilihat dengan menggunakan metode ulas 
vagina (Pardede, 2007). 
 Fase diestrus merupakan fase terpanjang diantara fase-fase siklus 
estrus lainnya. Fase diestrus berlangsung selama 60-70 jam. Pada fase ini 
kontraksi uterus menurun, endometrium menebal dan kelenjar-kelenjar 
mengalami hipertropi, serta mukosa vagina menipis, warna lebih pucat dan 
leukosit yang bermigrasi semakin banyak. Gambaran ulas vagina pada fase ini 


























2.4.2 Kebuntingan Tikus 
 Kebuntingan tikus putih terjadi selama 21-22 hari. Dalam kontrol 
pencahayaan (14 jam terang:10 jam gelap), 37% tikus lahir di siang hari ke-21, 
20% tikus lahir selama malam hari pada hari ke-21 menuju hari ke-22 dan 42% 
tikus lahir di siang hari pada hari ke-22. Puncak kelahiran terjadi pada pukul 
13.00-15.00 pada hari ke-21 dan 9.00-11.00 pada hari ke 22 (Krinke, 2000). 
 Kebuntingan tikus putih dapat dibuat dengan mengawinkan tikus betina 
dan tikus jantan. Untuk mengawinkan, tikus jantan dimasukkan ke kandang tikus 
betina yang sudah cukup umur dan ditinggal semalaman. Apusan vagina dapat 
dilakukan pada keesokan paginya. Apusan akan mengandung sejumlah sperma 
jika kopulasi telah terjadi. Selain itu, dapat juga ditemukan sumbat vagina pada 
tikus betina yang telah kawin. Sumbat ini berupa air mani yang menjendal 
berwarna kekuningan berasal dari sekresi kelenjar khusus tikus jantan dan 
sebagai penetapan awal kebuntingan (Krinke, 2000). 
 Tikus memiliki jumlah anak yang banyak per kelahiran (6-12 ekor), 




2.4.3 Hematologi Tikus 
 Volume total darah pada tikus adalah 50-70 mL/KgBB atau rata-rata 
yaitu 64 mL/KgBB (Krinke, 2000). Nilai hematologi tikus jantan adalah: eritrosit 
6,85-8,53 juta/µl; leukosit 7,475-11.700 µl; hemoglobin 12,48-14,63 g/dl; 
trombosit 561,750-948,000 µl. Sedangkan pada tikus betina: eritrosit 6,72-7,76 
juta/µl; leukosit 5,300-10,280 µl; hemoglobin 12,48-14,58 g/dl dan trombosit 




















2.4.4  Pemantauan Keselamatan Tikus 
 Tikus sebagai hewan coba harus diperhatikan pada saat penggunaan, 
yaitu kandang tikus harus kuat, tidak mudah rusak, mudah dibersihkan, mudah 
dipasang lagi, tahan terhadap gigitan tikus, sehingga hewan tidak mudah lepas. 
Selain itu, 36 mudah dibersihkan dan hewan tampak jelas dari luar. Alas tempat 
tidur menggunakan sekam yang mudah menyerap air. Suhu, kelembaban dan 
pertukaran udara di dalam kandang harus baik. Setiap hari kandang dibersihkan 
dan alas tidur diganti, tangan perawat harus selalu bersih ketika merawat tikus, 
memperhatikan bila muncul gejala sakit seperti berat badan turun, sukar 
bernapas ataupun mencret (Ngatidjan, 2006). 
 
 
2.5  Paparan Asap Rokok 
 Rokok adalah benda beracun yang memberi efek santai dan sugesti 
merasa lebih tenang. Di balik kegunaan atau manfaat rokok yang sedikit itu 
terkandung bahaya yang sangat besar bagi orang yang merokok maupun orang 
di sekitar perokok yang bukan perokok. Dimana paparan asap rokok terbagi dua, 
yakni: utama dan sampingan. Asap rokok yang dihisap ke dalam paru-paru oleh 
perokoknya disebut asap rokok utama (main stream smoke) atau disebut 
perokok aktif, sedang asap yang berasal dari ujung rokok yang terbakar disebut 
asap rokok sampingan (side stream smoke) atau perokoknya disebut perokok 
pasif. Asap rokok sampingan merupakan asap yang tiga kali lebih berbahaya dari 
asap rokok utama yang dihisap oleh perokok (Depkes, 2011). Lebih lanjut, WHO 
mendefinisikan perokok pasif sebagai orang yang tidak merokok yang terpapar 
Environtmental Tobacco Smoke (ETS) minimal 15 menit perhari, termasuk ibu 




















menyebabkan ibu hamil tidak bisa terhindar dari paparan asap rokok (perokok 
pasif) (WHO, 2011). 
 Asap rokok dibagi menjadi dua fase, yaitu: 
a. Fase tar (ukuran partkel >0,1 µm), memiliki kandungan >1017 radikal 
bebas/g, dan >1015 radikal bebas/g. Fase tar terdiri dari nikotin, 
nitrosamine, N nitrosonorktotin, polisiklik hidrokarbon, logam berat dan 
karsinogenik amin. Radikal bebas dari fase tar memiliki waktu paruh lebih 
lama (beberapa jam sampai bulan). 
b. Fase gas pada asap rokok hanya memiliki waktu paruh beberapa detik, 
terdiri dari karbonmonoksid, karbondioksid, benzene, ammonia, 
formaldehid, hidrosianida, dan lain-lain (Smith et al., 2001). 
Asap rokok mengandung molekul radikal bebas sebanyak 1018 molekul 
radikal bebas per satu hisapan, berbagai bahan kimia, tar, asbestos, H2O2, dan 
lainnya (Suhartono et al., 2007). Peningkatan senyawa radikal bebas pada 
perokok dapat disebabkan oleh molekul dalam asap rokok seperti tar dan gas, 
aktivasi makrofag dan neutrofil, dan senyawa radikal oksigen endogen yang 
terbentuk saat reaksi rantai pernafasan dalam mitokondria (Pearson et al., 2003). 
Asap rokok mengakibatkan stres oksidatif yang ditandai dengan meningkatnya 
radikal oksidan dan reaksi inflamasi, salah satunya berupa peningkatan jumlah 
leukosit (Brounwald et al., 2002). Tingginya jumlah leukosit akan berakibat buruk 
pada kehamilan dan janin, seperti persalinan prematur, infeksi neonatal awitan 


























2.6  Radikal Bebas 
 Radikal bebas merupakan salah satu bentuk senyawa oksigen reaktif, 
yang secara umum diketahui sebagai senyawa yang memiliki elektron yang tidak 
berpasangan. Senyawa ini terbentuk di dalam tubuh, dipicu oleh bermacam-
macam faktor. Radikal bebas dapat terbentuk melalui proses metabolism sel 
normal, peradangan, kekurangan gizi, dan akibat respons terhadap pengaruh 
dari luar tubuh, seperti polusi lingkungan, ultraviolet (UV), asap rokok, dan lain-
lain. Senyawa radikal bebas yang terbentuk, seperti anion peroksida, hidroksil, 
hidrogen peroksida (H2O2), ozon, dan lain-lain. Senyawa-senyawa tersebut 
sering diistilahkan sebagai Senyawa Oksigen Reaktif (ROS), atau Reactive 
Oxygen Species (ROS) (Winarsi, 2007). 
 Mekanisme terbentuknya radikal bebas dapat dimulai oleh banyak hal, 
baik yang bersifat endogen maupun eksogen. Reaksi selanjutnya adalah 
peroksidasi membrane lipid dan sitosol yang mengakibatkan terjadinya 
serangkaian reduksi asam lemak sehingga terjadi kerusakan membrane dan 
organel sel. Peroksidasi (otoksidasi) lipid bertanggung jawab tidak hanya pada 
kerusakan makanan, tapi juga menyebabkan kerusakan jaringan in vivo karena 
dapat menyebabkan kanker, inflamasi arteroklerosis, dan penuaan. Efek yang 
merusak ini, dianggap terjadi akibat radikal bebas (ROO, RO, dan OH) yang 
dihasilkan saat pembentukan peroksida dari asam lemak dengan ikatan rangkap 
terselingi gugus metilen, yaitu ikatan yang ditemukan dalam asam lemak tak 
jenuh ganda yang terdapat di alam. Peroksidasi lipid merupakan reaksi berantai 
yang terus menghasilkan radikal bebas sehingga terjadi peroksidasi berikutnya.  






















ROOH + logam(n) -> ROO- + logam(n-1) + H+ 
X- + RH -> R- + XH 
b. Propagasi 
R- + O2 -> ROO- 
ROO- + RH -> ROOH + R- 
c. Terminasi 
ROO- + ROO- -> ROOR + O2 
ROO- + R- -> ROOR 
R + R -> RR (Murray, 2003) 
 Radikal bebas memiliki reaktivitas yang sangat tinggi, tidak stabil dan 
berumur sangat singkat, sehingga keberadaanya sulit dideteksi. Karena 
reaktivitasnya, senyawa radikal bebas akan sesegara mungkin menyerang 
komponen seluler yang berada disekelilingnya, baik berupa senyawa lipid, 
lipoprotein, protein, karbohidrat, ribonucleic acid (RNA), maupun 
deoxyribonucleic acid (DNA). Akibat lebih jauh dari reaktivitas radikal bebas 
adalah terjadinya kerusakan struktur maupun fungsi sel. Namun, demikian, 
reaktivitas radikal bebas dapat dihambat melalui tiga cara berikut. 
a. Mencegah atau menghambat pembentukan radikal bebas baru. 
b. Menginaktivasi atau menangkap radikal dan memotong propagansi 
(pemutusan rantai). 
c. Memperbaiki (repair) kerusakan oleh radikal (Winarsi, 2007). 
Efek dari radikal bebas dalam tubuh tersebut akan dinetralisir oleh 
antioksidan yang dibentuk oleh tubuh sendiri dan asupan dari luar melalui 




















Di samping itu, ada juga antioksidan non enzimatis, yang disebut juga 
antioksidan sekunder karena dapat diperoleh dari asupan bahan makanan, 
seperti flavonoid, vitamin E, vitamin C, vitamin A, ß-karoten dan lainnya. 
Senyawa ini berfungsi menangkap senyawa oksidan serta mencegah terjadinya 














































































































 = sebelum intervensi 
 = sesudah intervensi 
 = variabel yang diteliti 
 = variabel yang tidak diteliti 
 = menghambat 
 
 Paparan asap rokok akan menghasilkan radikal bebas yang akan 
meningkatkan ROS  (Reactive Oxygen Species) dalam tubuh. Meningkatnya 
ROS dalam tubuh diakibatkan kurangnya antioksidan yang dapat 
menghambatnya. Peningkatan ROS dalam tubuh ini akan meningkatkan jumlah 
sitokin dalam tubuh, seperti GM-CSF, IL-6 dan IL-8. Peningkatan sitokin ini 
berperan dalam peningkatan jumlah leukosit yang dapat menyebabkan terjadinya 
inflamasi dan leukositosis (Suwa et al., 2000). Sitokin-sitokin tersebut juga 
disebut dengan Colony-Stimulating Factors (CSFs) dengan kemampuannya 
untuk menstimuli pertumbuhan dan perkembangan berbagai leukosit dan eritroid 
dari sel marrow. Bertanggung jawab  terhadap stimulasi sumsum tulang yang 
diinduksi oleh inflamasi pada paru dan menjadi mediator terjadinya inflamasi 
sistemik (Abbas et al., 2010). 
 Pemberian kefir susu sapi sebagai antioksidan, dapat menurunkan ROS 
dalam tubuh, dengan menghambat pembentukan ROS akibat radikal bebas. 
Karena ROS yang menurun, maka jumlah sitokin akan menurun dan jumlah 

























3.2  Hipotesis Penelitian 
 Pemberian kefir susu sapi dapat menurunkan jumlah leukosit serum 







































































4.1  Rancangan Penelitian 
 25 ekor hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok, tiap kelompok terdiri 
dari 5 tikus bunting dengan rancangan penelitian true eksperimental 
menggunakan Randomized Post Test Only Control Group Design. Kelompok 
kontrol negatif (P0) adalah tikus bunting tanpa paparan asap rokok dan tanpa 
pemberian kefir susu sapi. Kelompok kontrol positif (P1) adalah tikus bunting 
yang dipapar asap rokok tanpa pemberian kefir susu sapi. Kelompok P2, P3, dan 
P4 adalah kelompok perlakuan yang dipapar asap rokok dan diberikan kefir susu 
sapi dengan dosis berbeda per oral, yaitu P2 dengan dosis 2,5 ml/kgBB/hari, P3 
dengan dosis 5 ml/kgBB/hari, dan P4 dengan dosis 10 ml/kgBB/hari. Pemberian 
kefir susu sapi dan pemaparan asap rokok dilakukan pada hari ke-5 sampai hari 
ke-18 kebuntingan. Pembedahan tikus untuk pengambilan sampel darah dari 
jantung dilakukan pada hari ke-19. Kemudian dibandingkan efek pemberian kefir 
susu sapi terhadap jumlah total leukosit serum darah pada kelompok kontrol dan 
kelompok perlakuan.  
 
 
4.2  Hewan Coba 
 Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih 























4.2.1  Kriteria Inklusi 
a. Jenis kelamin tikus: betina 
b. Berat badan tikus: 130-160 gram 
c. Umur tikus: 8 minggu – 9 minggu 
d. Sehat ditandai dengan pergerakan yang aktif, mata yang jernih, dan bulu yang 
tebal berwarna putih. 
e. Bunting : hari ke 1 – hari ke 18 
 
 
4.2.2  Kriteria Eksklusi 
a. Tikus yang kondisinya menurun atau mati selama penelitian berlangsung 
b. Terlalu cepat melahirkan (keguguran dan prematur) 
 
 
4.3  Besar Sampel dan Replikasi 
 Jumlah replikasi (n) pada setiap perlakuan (p) dihitung berdasarkan 
rumus sebagai berikut (Solimun, 2001) dengan p=5 : 
p (n-1) ≥ 15 
pn – p ≥ 15 
5n – 5 ≥ 15 
5n ≥ 20 
n ≥ 4 
 Dari perhitungan didapatkan n ≥ 4, jadi dilakukan minimal 4 kali replikasi 
untuk masing-masing kelompok. Karena adanya kemungkinan akan drop-out, 
maka dalam penelitian ini digunakan 5 ekor tikus bunting sebagai sampel untuk 





















4.4  Tempat dan Waktu Penelitian 
 Pemeliharaan dan perlakuan terhadap tikus berupa paparan asap rokok 
serta pemberian kefir susu sapi dilakukan di laboratorium Farmakologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya. Analisa jumlah total leukosit serum darah tikus 




4.5  Variabel Penelitian 
4.5.1  Variabel Bebas 
a. Pemaparan asap rokok 
b. Pemberian kefir susu sapi dalam 3 dosis 
 
 
4.5.2  Variabel Tergantung 
 Jumlah total leukosit serum darah tikus putih hari ke-20 kebuntingan. 
 
 
4.6  Definisi Operasional 
Tabel 4.1  Definisi Operasional 
No. Variabel Definisi Operasional Satuan Skala 
1. Tikus 
bunting 
Tikus bunting adalah tikus betina 
yang telah dikawinkan dengan tikus 
jantan dan memperlihatkan tanda-tanda 
kebuntingan yakni terdapat sumbat 
vagina (vaginal plaque) (Malole dan 
Pramono, 1998). Pada tikus bunting, 





















kebuntingan, tetapi palpasi akan lebih 
akurat dilakukan pada hari ke-12 
kebuntingan. Pembesaran abdomen 
terlihat pada hari ke-13 kebuntingan 
(Suckow et al., 2006). Usia kebuntingan 
dihitung sebagai hari ke-1 pada saat 




Pemaparan asap rokok dimulai 
pada hari ke-5 kebuntingan selama 14 
hari menggunakan rokok kretek yang 
dipaparkan selama 7,5 menit per hari 
menggunakan alat smooking pump 
milik Laboratoroium Farmakologi 







Kefir susu sapi yang digunakan 
adalah produk jadi yang diperoleh dari 
iBiKK Susu Fementasi Fakultas 
Peternakan Universitas Brawijaya  Kota 
Malang. Kefir susu sapi tersebut terdiri 
dari susu sapi yang ditambahkan bibit 
kefir. Penggunaan kefir susu sapi 
tersebut diganti setiap lima hari sekali 























jumlah total bakteri pada hari ke-5 
(BPKI, 2017). 
 Kefir susu sapi diberikan peroral 
yang dibantu oleh petugas laboratorium 
pada dengan pengelompokan dosis 
sesuai rancangan penelitian yaitu: 2,5 




Jumlah total leukosit dalam darah 
perifer dengan satuan 103/µL yang 





4.7  Bahan dan Alat Penelitian 
4.7.1  Bahan Penelitian 
a. Bahan pemeliharaan hewan coba tikus 
Makanan hewan coba adalah makanan ternak pakan:tepung= 2:1 dan 
minuman hewan coba adalah air mineral. 
b. Bahan perlakuan hewan coba tikus 
1. Rokok 
Asap rokok yang dipaparkan berasal dari rokok kretek. 
2. Kefir Susu Sapi 
Kefir susu sapi yang tersedia di pasaran kota Malang. 
c. Bahan untuk pemeriksaan jumlah leukosit 





































 Untuk pemaparan asap rokok pada hewan coba, alat yang 
digunakan adalah smoking pump buatan Laboratorium Farmakologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya. Prosedur pemakaian smoking pump 
dengan cara memasukkan tikus ke dalam box tikus yang dibuat dari fiberglass 
berukuran 43 x 35 x 13 cm3 dan akan dihubungkan dengan saluran yang 
menghasilkan asap rokok. Satu batang rokok kretek dipasang pada selang. 
Saklar dinyalakan sambil membakar rokok dibantu dengan klem untuk 




4.8  Prosedur Penelitian 
4.8.1  Aklimatisasi Hewan Coba 
 Aklimatisasi hewan coba dilakukan selama tujuh hari terhadap kondisi air, 
makanan dan suhu di dalam laboratorium. 
 
4.8.2  Prosedur Pembuntingan Hewan Coba 
 Waktu kawin tikus dilakukan pada fase estrus (birahi) yang ditandai 
dengan telinga bergerak-gerak saat kepala atau punggung dibelai, sikap lordosis 
ketika panggul di stimulasi, penerimaan tikus jantan oleh oleh tikus betina untuk 
kopulasi dan dinding vagina yang terlihat kering serta vulva yang bengkak. Fase 
ini berlangsung kira-kira 9 sampai 15 jam dan biasanya lebih sering terjadi pada 
malam hari daripada siang hari (Suckow et al., 2006). Jika telah timbul tanda 
estrus, maka tikus betina dikawinkan dengan tikus jantan. Pengawinan dilakukan 
dengan mencampurkan hewan jantan dan betina dengan perbandingan 1:2. 




















sekam pada kandang betina diganti. Keesokan harinya pada pukul 05.00 WIB 
dilakukan pengecekan, apabila ditemukan vaginal plaque, maka hari tersebut 
dihitung sebagai hari pertama kebuntingan. Namun, vaginal plaque bukan 
merupakan tanda pasti dari kebuntingan tikus, melainkan hanya merupakan 
tanda bahwa telah terjadinya kopulasi. Tikus yang telah bunting diberi label 
(permanent board marker) pada ekor kemudian dimasukkan ke dalam kelompok 
yang telah ditentukan dan selanjutnya akan mendapat perlakuan, sedangkan 
yang belum bunting dicampur kembali dengan tikus jantan. 
 
 
4.8.3  Pembagian Kelompok Hewan Coba 
 Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok, 2 kelompok kontrol dan 3 
kelompok perlakuan yang masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor tikus 
dengan rincian sebagai berikut: 
1. Kelompok kontrol:  
a. Negatif: tanpa dipapar asap rokok, tanpa diberi kefir susu sapi 
b. Positif: dipapar asap rokok, tanpa diberi kefir susu sapi 
2. Kelompok perlakuan: 
a. Perlakuan 1: dipapar asap rokok diberi kefir susu sapi dosis 2,5 
ml/kgBB/hari 
b. Perlakuan 2: dipapar asap rokok diberi kefir susu sapi dosis 5 
ml/kgBB/hari 























4.8.4  Penentuan Dosis Kefir Susu Sapi 
 Menurut penelitian yang dilakukan oleh Fahmy dan Amel (2015) yang 
meneliti tentang efek kefir susu sapi yang telah terbukti bahwa kandungan dalam 
susu kefir merupakan antioksidan alami dan mampu menangkap radikal bebas 
sehingga dapat memelihara kadar MDA, GSH (glutathione) dan aktivitas GSH-Px  
(glutathione peroxidase) mendekati keadaan normal yang mengatur aktivitas 
MMP-2 (matriks metalloproteinase-2) dan MMP-9 (matris metalloproteinase-9) 
sehingga mampu melindungi DNA dari kerusakan oksidatif dengan pemberian 
dosis kefir susu sapi sebesar 5ml/kgBB/hari. Oleh karena itu, peneliti 
menggunakan dosis 2,5 ml/kgBB/hari ; 5 ml/kgBB/hari ; 10 ml/kgBB/hari (Fahmy 
et al., 2015). Perhitungan kebutuhan kefir susu sapi berdasarkan berat badan 
tikus adalah sebagai berkut. 
 Dosis 1: 
 Berat badan tikus   = 150 gram 
 Dosis kefir susu sapi  = 2,5 ml/kgBB/hari 
Kebutuhan kefir susu sapi =  150   x 2,5 ml/kgBB/hari 
         1000 
      = 0,375 ml 
 Dosis 2: 
 Berat badan tikus   = 150 gram 
 Dosis kefir susu sapi  = 5 ml/kgBB/hari 
 Kebutuhan kefir susu sapi =  150   x 5 ml/kgBB/hari 
         1000 






















 Berat badan tikus   = 150 gram 
 Dosis kefir susu sapi  = 10 ml/kgBB/hari 
 Kebutuhan kefir susu sapi =  150   x 10 ml/kgBB/hari 
         1000 
      = 1,5 ml 
 
 
4.8.5  Prosedur Pemeliharaan Hewan Coba 
 Hewan coba dipelihara dan diadaptasikan dalam laboratorium selama satu 
minggu dengan suhu ruangan konstan. Untuk tempat pemeliharaan digunakan 
kotak plastik berukuran 43 x 35 x 13 cm, masing-masing untuk 5 ekor tikus, 
ditutup dengan kawat kasa dan diberi alas sekam yang diganti dalam 2x/minggu. 
Porsi makanan tikus adalah 40 g/hari/ekor. 
 
 
4.8.6  Prosedur Pemberian Kefir Susu Sapi pada Hewan Coba 
 Kefir susu sapi diberikan mulai hari ke-5 sampai hari ke-18 kebuntingan 
secara oral dengan sonde. 
 
 
4.8.7  Prosedur Pemaparan Asap Rokok pada Hewan Coba 
 Pemaparan asap rokok dilakukan pada hari ke-1 hingga hari ke-18 
kebuntingan. Prosedur pemaparan asap rokok pada tikus adalah sebagai berikut 
(standar pemaparan asap rokok laboratorium Farmakologi FKUB): 
a. Tikus ditimbang berat badannya dengan neraca Ohaus sebelum dipapar 
asap rokok. 




















c. Nikotin yang melekat di smoking pump dibersihkan terlebih dahulu. 
d. Power dan self voltage diperiksa. 
e. Rokok dipasang pada pipa sampai batas merah. 
f. Tiga ekor dimasukkan kedalam kotak dan segera ditutup, karena pada 
smoking pump hanya tersedia tiga ruangan. 
g. Setiap pemaparan asap rokok dilakukan dengan menjalankan pompa 
selama 7,5 menit untuk 1 batang rokok, kemudian alat dimatikan, tutup 
dibuka dan selanjutnya tikus segera dipindahkan ke kandang semula. 
h. Setiap pemaparan berikutnya kotak selalu dibersihkan dahulu dari sisa 
asap rokok perlakuan sebelumnya. 
i. Pompa tetap dijalankan tanpa rokok untuk mengeluarkan sisa asap. 
j. Tahap-tahap di atas diulangi untuk kelompok tikus berikutnya. 
 
 
4.8.8  Prosedur Pembedahan dan Pengambilan Leukosit Serum Darah 
 Pada hari ke-19 setelah diberi perlakuan, tikus dibedah untuk dilakukan 
pengukuran jumlah leukosit. Pada proses pembedahan, tikus sebelumnya 
dimatikan terlebih dahulu dengan injeksi ketamin 0,1-0,2 cc pada pahanya 
secara IM dan ditunggu sampai tidak bergerak tetapi jantung masih berdenyut.  
Kemudian tikus dibedah dan pengambilan sampel dilakukan dengan mengambil 
serum darahnya dari jantung. Kemudian sampel darah tersebut dipindahkan ke 
dalam tabung hampa udara (vacutainer tube) berisi EDTA kemudian dikirim ke 
Laboratorium Patologi Klinik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya untuk 
dilakukan pemeriksaan darah lengkap.  Selanjutnya bangkai induk dan anak 





















4.8.9  Prosedur Pengukuran Jumlah Leukosit Serum Darah 
 Teknik pemeriksaan dan perhitungan jumlah leukosit, dengan cara 
mengambil darah sebanyak 2 ml ditambahkan EDTA ditempatkan dalam tabung 
steril. Sampel darah diperiksa dengan alat ABX Micros 60 (Hematology Analyzer) 
dengan langkah-langkah sebagai berikut (ABX Micros 60 User Manual): 
1. Prinsip penggunaan alat berdasarkan spesifikasi ukuran sel yang melewati 
filter dengan memakai tegangan listrik untuk sekali pembacaan bisa 
diperiksa sekaligus beberapa parameter seperti Hb, Ht, leukosit, trombosit, 
eritrosit, MCH, MCHC, dan MCV. 
2. Cara kerja menggunakan alat ABX Micros 60, dengan menyalakan switch 
utama, terletak di belakang instrumen. 
3. Setelah lampu indikator menyala, tekan tombol start up, maka 
secara otomatis alat akan melakukan pembilasan dan melakukan 
pemeriksaan reagen. Jika lolos maka alat akan menampilkan nilai nol 
untuk setiap parameter pemeriksaan dan jika tidak, maka secara otomatis 
alat akan melakukan pembilasan ulang dan pemeriksaan reagen sampai 
tiga kali sehingga didapatkan angka nol untuk setiap parameter 
pemeriksaannya. 
4. Tekan tombol start. 
5. Siapkan bahan pemeriksaan (darah EDTA). 
6. Tekan tombol ID, tekan tombol enter tunggu sampai jarum penghisap 
darah keluar. 
7. Tempelkan alat penghisap sampai dasar tabung kemudian tekan sampel 




















8.  Alat akan memproses sample selama satu menit dan hasil pemeriksaan 
akan tampak pada layar. 
9. Untuk mematikan alat, tekan stand by maka alat akan mencuci selama 
satu menit, setelah layar padam matikan alat dengan 
menekan switch utama yang terletak di bagian belakang. 
 
 










































Pemaparan asap rokok 
 
Pembedahan hari ke-19 kebuntingan dilakukan 
pengambilan sampel darah melalui jantung  
Randomisasi tikus menjadi 5 kelompok 
25 ekor tikus betina bunting 
Pemberian kefir susu sapi 




















4.10  Analisis Data 
 Hasil pengukuran jumlah total leukosit serum darah tikus antara kelompok 
kontrol dan kelompok perlakuan dianalisa secara statistik menggunakan program 
SPSS 20 dengan signifikansi sebesar 0,005  (p=0,005) dan taraf kepercayaan 
sebesar 95% (α=0,05). Berikut merupakan langkah-langkah uji hipotesis 
komparatif dan korelatif. 
1. Uji normalitas data: uji ini bertujuan untuk mengetahui apakah data bersifat 
normal atau tidak. Hal ini dikarenakan pemilihan data dan uji hipotesis 
tergantung pada normal atau tidaknya distribusi data. Jika data 
terdistribusi normal maka menggunakan mean dan standar deviasi 
sebagai pasangan ukuran pemusatan dan penyebaran. Namun, jika data 
terdistribusi secara tidak normal maka menggunakan median dan 
minimum-maksimum sebagai pasangan ukuran pemusatan dan 
penyebaran pada penyajian data. Untuk uji hipotesis, jika sebaran data 
normal maka menggunakan uji parametrik. Sedangkan jika sebaran data 
tidak normal maka menggunakan uji non parametrik. 
2. Uji homogenitas varian: uji ini bertujuan untuk menguji Anova berlaku atau 
tidak, yaitu apakah data yang diperoleh dari setiap perlakuan memiliki 
varian yang homogen atau tidak. Jika varian homogen, maka Anova dapat 
digunakan. 
3. Uji One Way ANOVA (analisa varian satu arah): uji ini bertujuan untuk 
membandingkan nilai rata-rata dari masing-masing kelompok perlakuan 
dan mengetahui terhadap minimal dua kelompok yang berbeda signifikan. 
4. Pos Hoc Test (uji Tukey-HSD): uji ini bertujuan untuk mengetahui 




















Uji post hoc yang digunakan adalah uji Tukey dengan tingkat kemaknaan 
95% (p<0,05). 
5. Uji Korelasi Pearson: untuk mengukur kekuatan hubungan dua variabel 
atau lebih yang berskala interval (parametrik). Pada uji korelasi Pearson, 
bila didapatkan: 
1. Sig. (p) > 0,05: tidak ada korelasi antara dua variabel. 
Sig. (p) < 0,05: ada korelasi antara dua variabel. 
2. Kekuatan korelasi > 0,5: korelasi yang cukup kuat. 
Kekuatan korelasi < 0,5: korelasi yang lemah. 
3. Arah korelasi positif (+): searah. Semakin besar nilai suatu variabel, 
semakin besar pula nilai variabel lainnya. 
Arah korelasi negatif (-): berlawanan arah. Semakin besar nilai suatu 












































1.1 Hasil Penelitian 
 Hasil pengukuran rata-rata jumlah leukosit serum darah tikus (Rattus 
novergicus) pada kelompok kontrol negatif, kontrol positif dan kelompok 
perlakuan dengan 3 dosis berbeda disajikan ke dalam Tabel 5.1. 
Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Jumlah Leukosit Serum Darah Tikus  
Setelah Dipapar Asap Rokok dan Diberikan Kefir Susu Sapi Berbagai 
Dosis 
 
Rata-Rata Leukosit ± 
Std. Deviasi 
Kontrol (-) 7,22 ± 2,53 
Kontrol(+) 12,26 ± 2,39 
P 1 9,84 ± 1,85 
P 2 8,5 ± 2,00 
P 3 7,32 ± 2,09 
Keterangan : 
Kontrol negatif  : tanpa dipapar asap rokok dan tanpa pemberian kefir   
susu sapi 
Kontrol positif : pemaparan asap rokok tanpa pemberian kefir susu  
sapi 
Perlakuan 1 : pemaparan asap rokok dan diberi kefir susu sapi dosis  
2,5 ml/kgBB dimulai hari ke 5 kebuntingan  sampai hari ke 18 
kebuntingan. 
Perlakuan 2 : pemaparan asap rokok dan diberi kefir susu sapi dosis  
5 ml/kgBB dimulai hari ke 5 kebuntingan sampai hari ke 18 
kebuntingan. 
Perlakuan 3 : pemaparan asap rokok dan diberi kefir susu sapi dosis  
  10 ml/kgBB dimulai hari ke 5 kebuntingan sampai hari ke  
  18 kebuntingan 
 
 





















Gambar 5.1 Grafik Rata-Rata Jumlah Leukosit Serum Darah Tikus 
Keterangan : Rata-rata jumlah leukosit serum darah tikus setelah diberikan 
paparan asap rokok dan pemberian kefir susu sapi (103/µL) 
 
Pengukuran leukosit menunjukkan bahwa pada kelompok kontrol negatif 
(-) didapatkan jumlah leukosit serum darah paling rendah (7,22x103/µL). 
Sedangkan pada kelompok kontrol positif (+) didapatkan jumlah leukosit serum 
darah tikus paling tinggi (12,26x103/µL) yang lebih tinggi dari kadar normal 
leukosit. Pada kelompok perlakuan didapatkan jumlah leukosit serum darah yang 
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Kelompok perlakuan 
1 memperlihatkan jumlah leukosit serum darah tertinggi (9,84x103/µL). Diikuti 
kelompok perlakuan 2 (8,5x103/µL) dan terendah pada perlakuan 3 
(7,32x103/µL). Semakin tinggi dosis kefir susu sapi yang diberikan, didapatkan 

















K Pos K Neg 2,5 5 10
Jumlah Leukosit Serum Darah (103/µL) 
Mean Leukosit




















5.2 Analisis Data 
 Analisa data yang digunakan terhadap jumlah leukosit serum darah tikus 
tiap kelompok adalah dengan uji One-way Anova karena data yang digunakan 
lebih dari 2 kelompok data dan tidak berpasangan. Sebelum dilakukan uji One-
way Anova dilakukan terlebih dahulu uji normalitas dan homogenitas data yang 
merupakan syarat dari dapat digunakan uji One-way Anova pada kelompok.  
Sebaran data yang normal diketahui dengan uji normalitas data (Uji Saphiro-
Wilk). Sedangkan varian data yang sama dapat diketahui dengan uji 
homogenitas varian. Adapun uji normalitas data (lampiran 7) didapatkan bahwa 
data dari semua kelompok memiliki sebaran normal (uji Saphiro-Wilk, p > 0,05). 
Sedangkan uji homogenitas varian menghasilkan data dengan varian yang sama 
(p>0,05) dengan nilai p = 0,829. Berdasarkan hal tersebut maka uji One-way 
Anova dapat digunakan pada analisa data. 
Berdasarkan hasil pengujian One-way Anova (lampiran 7) diperoleh nilai p = 
0.009 (p<0,05). Dengan demikian hasil tersebut menunjukkan bahwa terdapat 
perbedaan jumlah leukosit serum darah minimal antara dua kelompok berbeda. 
Selanjutnya untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda secara signifikan, 



























Tabel 5.2 Hasil Uji Tukey-HSD 
























p-value<0,05 adalah bermakna (*) 
 
Berdasarkan tabel 5.2 yang merupakan hasil dari uji Tukey HSD 
didapatkan bahwa kelompok yang dipapar asap rokok saja tanpa diberi kefir 
susu sapi (kontrol positif) memiliki jumlah leukosit serum darah yang lebih tinggi 
secara bermakna dibanding kelompok yang tidak dipapar asap rokok (kontrol 
negatif) (p = 0,013) (p<0,05). Kelompok perlakuan 3 jika dibandingkan dengan 
kelompok kontrol positif menunjukkan jumlah leukosit serum darah yang lebih 
rendah secara signifikan (p=0,015) (p<0,05). 
Untuk mengetahui kekuatan hubungan antara dosis kefir susu sapi 
dengan jumlah leukosit serum darah, maka dilakukan uji korelasi Pearson. Dari 
hasil perhitungan statistika menggunakan korelasi Pearson (lampiran 9) 
didapatkan hasil korelasi = (-0.669) menunjukkan hubungan yang sangat kuat 
antara pemberian kefir susu sapi dengan penurunan jumlah leukosit serum darah 
secara signifikan (p = 0.001) (p < 0,05). Arah korelasi bernilai negatif, artinya 
semakin tinggi dosis kefir susu sapi yang diberikan maka semakin rendah kadar 
jumlah leukosit serum darah. Sedangkan untuk mengetahui persentase jumlah 




















regresi. Berdasarkan uji statistika menggunakan regresi linear, didapatkan hasil 
(r square) = 0.489 yang menunjukkan bahwa kefir susu sapi berpengaruh 









































 Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian kefir 
susu sapi terhadap peningkatan atau penurunan jumlah leukosit serum darah 
tikus bunting akibat pemaparan asap rokok. Asap rokok akan menginduksi tubuh 
untuk memproduksi radikal bebas yang dapat mengakibatkan terjadinya stress 
oksidatif ditandai dengan meningkatnya radikal oksigen dan reaksi inflamasi 
berupa peningkatan jumlah leukosit. Pemberian kefir susu sapi pada tikus 
bunting yang dipapar asap rokok digunakan untuk mengetahui efek proteksi 
antioksidan dalam kefir susu sapi terhadap radikal bebas dalam asap rokok. 
Asap rokok terdiri dari bahan kimia berbahaya yang meningkatkan radikal 
bebas di dalam tubuh. Peningkatan radikal bebas akibat asap rokok dihubungkan 
dengan peningkatan jumlah sitokin dalam tubuh seperti Interleukin 8 (IL-8), 
Interleukin (IL-6), IL-1ß, dan granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF). Sitokin tersebut yang bertanggung jawab  terhadap stimulasi sumsum 
tulang dan menjadi mediator terjadinya inflamasi sistemik. IL-6 adalah mediator 
penting respon fase akut dan berpotensi menstimulasi sumsum tulang untuk 
mengeluarkan leukosit dan platelet (Suwa et al., 2000).  
IL-8 merupakan sitokin yang berperan terhadap leukositosis pada 
paparan asap rokok. IL-8 diproduksi oleh sel leukosit dan non-leukosit. Diantara 
sel tersebut, neutrofil memproduksi IL-8 dalam jumlah yang sangat kecil, namun 




















memproduksi IL-8 dalam jumlah yang besar (Cunningham, 2013). Nikotin 
menginduksi reactive oxidative intermediate’s (ROIs), terutama ONOO- yang 
menjadi inisiator aktivasi NF-KB melalui peningkatan degradasi IKB sehingga 
produksi IL-8 meningkat pada leukosit dan merupakan penyebab leukositosis 
(Komala, 2011).  
Kehamilan merupakan keadaan fisiologis yang disertai dengan 
peningkatan jumlah leukosit yang melebihi kadar normal di dalam darah. Di masa 
kehamilan, sebagai kompensasi mengandung janin terjadi peningkatan fisiologis 
dari leukosit. Efek ini terjadi akibat toleransi ibu terhadap antigen jaringan asing 
dari janin yang bersifat semialogenik (genetik 50% dari paternal dan 50% dari 
maternal sehingga janin akan mempresentasikan antigen yang terdapat pada 
paternal dan maternal). Namun, jika jumlah sel darah putih lebih dari 12.000/mm3 
merupakan indikasi adanya leukositosis pada wanita hamil. Tingginya jumlah 
leukosit berakibat buruk pada kehamilan dan janin, seperti persalinan prematur, 
Infeksi Neonatal Awitan Dini (INAD), dan lain-lain (Ross, 2011). 
Dari hasil pengukuran jumlah leukosit serum darah pada kelompok kontrol 
positif (+) menunjukkan peningkatan jumlah leukosit serum darah secara 
signifikan yang diberi paparan asap rokok sejak kebuntingan hari ke 5 hingga 
hari ke 18. 
Radikal bebas dalam asap rokok akan menghasilkan ROS berlebih, yang 
merupakan oksidan utama dalam tubuh. Ketika ROS berlebih, antioksidan dalam 
tubuh akan menurun dan terjadi ketidakseimbangan akibat tingginya kadar 
oksidan yang tidak dapat dikompensasi oleh tubuh. Ketika radikal bebas berlebih 
yang disertai dengan penurunan antioksidan maka akan terjadi stress oksidatif. 




















seperti SOD (Superoxide Dismutase), katalase, GSH (Glutathione Peroxidase), 
atau dapat dibantu dengan antioksidan luar (Mazzone et al., 2010). 
 Pada kelompok dengan pemaparan asap rokok serta pemberian kefir 
susu sapi dengan dosis 2,5 ml/kgBB/hari, didapatkan rata-rata leukosit serum 
darah sebesar 9,84x103/µL. Hal ini menunjukkan bahwa dengan dosis 2,5 
ml/kgBB/hari hasil rata-rata leukosit serum darah menjadi lebih rendah daripada 
kelompok yang hanya diberi paparan asap rokok saja (kontrol positif). Namun 
demikian jika dibandingkan dengan kelompok kontrol positif belum terdapat 
perbedaan yang bermakana (p = 0.431) (p<0,05), dan dosis pada perlakuan 1 
belum bisa mengembalikan jumlah leukosit serum darah ke kondisi normal 
(kontrol negatif).  
 Hal yang sama terjadi pada kelompok dengan pemaparan asap rokok 
serta pemberian kefir susu sapi dengan dosis 5ml/kgBB/hari, rata-rata leukosit 
serum darah sebesar 8,5x103/µL. Walaupun lebih rendah dibanding kelompok 
kontrol positif (+) namun secara statistika belum terdapat perbedaan yang 
bermakna (p = 0,088) (p< 0,05). Dengan demikian pemberian dosis 
5ml/kgBB/hari belum bisa mengembalikan jumlah leukosit serum darah ke 
kondisi normal (kontrol negatif), sehingga dosis ini belum dapat dikatakan 
optimal.  
Fenomena yang menarik terjadi pada kelompok dengan pemaparan asap 
rokok serta pemberian kefir susu sapi dengan dosis 10 ml/kgBB/hari, yang 
memperlihatkan rata-rata leukosit serum darah sebesar 7,32x103/µL. Jika 
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (+) maka terdapat perbedaan rata-
rata leukosit serum darah yang lebih rendah secara signifikan (p = 0,015) (p< 




















(kontrol negatif). Jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan 1 tidak terdapat 
perbedaan jumlah leukosit serum darah secara signifikan (p = 0,392) (p<0,05). 
Begitu pula dengan kelompok perlakuan 2 tidak terdapat perbedaan jumlah 
leukosit serum darah secara signifikan (p = 0,911) (p>0,05). Hal ini menunjukkan 
bahwa dosis perlakuan 3 merupakan dosis yang optimal dibandingkan dengan 
dosis perlakuan 1 dan 2 karena dengan menggunakan dosis 10 ml/kgBB/hari 
sudah dapat memberikan hasil jumlah leukosit serum darah kembali normal 
(kontrol negatif). Sehingga dapat dikatakan bahwa dosis 10 ml/kgBB/hari 
merupakan dosis yang lebih efisien dalam menghasilkan jumlah leukosit serum 
darah yang lebih rendah.  
 Berdasarkan hasil rata-rata jumlah leukosit serum darah, didapatkan 
bahwa dengan pemberian dosis 10 ml/kgBB/hari sudah dapat menghasilkan 
jumlah leukosit serum darah yang lebih rendah pada kondisi normal. Hal ini 
sesuai dengan hasil penelitian Wong dan Kitts (2003) yang menyebutkan bahwa 
protein dalam kefir susu sapi berpotensi sebagai antioksidan. Kefir telah terbukti 
memiliki kemampuan antioksidan yang sama dengan vitamin E dalam mencegah 
kerusakan oksidatif akibat CCl4 (karbon tetraklorida) pada hewan percobaan 
yang mana aktivitas antioksidan kefir lebih efektif dibandingkan vitamin E.  
 Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Judiono et al. (2011) 
menunjukkan bahwa pemberian susu kefir secara signifikan meningkatkan 
kapasitas antioksidan dalam tubuh. Aktivitas antioksidan dalam kefir secara tidak 
langsung melalui mekanisme menghambat oksidasi, mengurangi radikal 
hidroksil, superoksida dan peroksida. Aktivitas antioksidan akan memberikan 
atom hidrogen dari NADP (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) yang 




















 Efek antioksidan susu kefir secara langsung melalui beberapa 
mekanisme dapat menurunkan jumlah leukosit serum darah. Dengan demikian 
berdasarkan kajian-kajian teoritik dan statistik di atas maka hipotesa penelitian 
yang menyebutkan bahwa pemberian kefir susu sapi dapat menurunkan jumlah 
leukosit serum darah tikus putih (Rattus novergicus) bunting yang dipapar asap 
rokok terbukti. 
Penurunan jumlah leukosit serum darah tidak hanya dipengaruhi oleh 
pemberian kefir susu sapi (eksogen). Melalui uji regresi didapatkan 48,9% 
penurunan jumlah leukosit serum darah dipengaruhi oleh pemberian kefir susu 
sapi (eksogen). Sedangkan sisanya dapat dipengaruhi oleh faktor lain seperti 
adanya aktivitas proteksi antioksidan dari dalam tubuh seperti SOD, katalase, 
glutation peroksida (GSH), serta protein glutation. Hasil korelasi dengan nilai 
sebesar (-0,669) menunjukkan hubungan yang sangat kuat antara pemberian 
kefir susu sapi dengan jumlah leukosit serum darah. Sehingga dapat disimpulkan 
bahwa semakin tinggi dosis kefir susu sapi yang diberikan maka jumlah leukosit 
serum darah akan semakin rendah. 
 Keterbatasan dari penelitian ini adalah proses pengawinan tikus 
menggunakan tanda vaginal plaque sebagai salah satu tanda kebuntingan. 
Namun, tanda ini tidak menjamin tikus akan 100% mengalami kebuntingan. Oleh 
karena itu, diperlukan replikasi sampel lebih banyak untuk menyiasati 
ketidakpastian kebuntingan hewan coba. Selain itu, peneliti tidak dapat 
mengendalikan faktor-faktor yang dapat mempengaruhi hasil penelitian seperti 




























Adanya pengaruh pemberian kefir susu sapi terhadap jumlah leukosit 
serum darah tikus putih yang dipapar asap rokok yaitu pemberian kefir susu sapi 
dapat menurunkan jumlah leukosit serum darah tikus putih yang dipapar asap 
rokok. 
1. Rata-rata jumlah leukosit pada serum darah tikus putih yang dipapar asap 
rokok memiliki kadar leukosit yang tinggi hingga mencapai leukositosis 
yaitu 12,26x103/µL. 
2. Rata-rata jumlah leukosit pada serum darah tikus putih yang dipapar asap 
rokok dan diberi kefir susu sapi kelompok P1, P2, P3 berturut-turut yaitu 
sebesar 9,84x103/µL, 8,5x103/µL, dan 7,32x103/µL. 
3. Kadar kefir susu sapi yang dapat memberikan efek optimal terhadap 
penurunan leukosit pada serum darah tikus putih yang dipapar asap 
rokok yaitu 10 ml/kgBB/hari. 
 
7.2 Saran 
 Mengingat adanya keterbatasan dan kekurangan dalam penelitian ini, 




















1. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan pemberian dosis kefir susu sapi 
yang berbeda dengan rentang dosis yang lebih kecil dari dosis 1 yaitu 2,5 
ml/kgBB/hari untuk mengetahui berapa dosis yang mulai memberikan 
efek terhadap penurunan leukosit serum darah. 
2. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan penambahan kelompok yang 
hanya diberikan kefir susu sapi saja tanpa pemaparan asap rokok untuk 
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